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OXTR遺伝子 KOマウスの ASD様病態と、 
本モデルを用いた社会記憶形成神経基盤の研究 
 
第一章 諸言 
 
 自閉症は社会的相互作用障害、言語などの意思伝達の異常またはその発達障害、活動・
興味の著しい限局性、の 3 症状を主とした行動的症候群である。今日、自閉症は重篤なも
ので 500人に 1人、軽度なものを含めると 100人に 1人が罹患しているとされ、その患者
数は増加傾向にある。しかしながら現代医学において自閉症に対する有効な治療法は確立
されておらず、その病因解明と治療法の創出を目指し多くの研究がなされている。その中
で、脳内で合成されるペプチドホルモンであるオキシトシン(OXT)はその投与によって自閉
症症状の緩和が期待できるとされ、すでに外国では自由診療の一環として患者への投与が
行われてきたが、近年の臨床試験の結果からその有用性が科学的に証明されつつある。し
かし依然としてOXTが自閉症のどのような病態に対して機能するかなどの分子メカニズム
は全く明らかとされておらず、自閉症治療のためにその作用機序の解明が急がれている。
そこで本研究ではOXTとその受容体であるOXT受容体(OXTR)の自閉症病態改善における
作用機序を解明することを目的として①OXTシグナルが社会性を制御する領域、②OXTシ
グナル異常が自閉症を呈するメカニズムについて解析を行った。 
 
第二章 OXTシグナルが社会性を制御する領域についての解析 
 
 これまでの先行研究から社会性を制御する領域は数多く知られている。また、当研究室
で作製されたOxtr-Venusマウス(Oxtrの遺伝子座に蛍光タンパク質であるVenusの遺伝子
を組み込んだマウス)の解析によってOXTRが広範な脳領域で発現していることが報告され
ている。そこで、どの領域の OXTシグナルが社会性の制御に寄与しているか解析するため
に野生型(WT)マウス、OXTR欠損(OXTR KO)マウスそれぞれに対し、社会刺激時の神経細
胞活性化を免疫染色によって測定した。その結果、内側扁桃体(Medial Amygdala:MeA)の
OXTシグナルが社会性の制御を行っていることが示唆された(Fig.1)。 
 免疫染色の結果を受け、遺伝子改変マウス、ウイルスベクターを用いて MeA 特異的に
OXTR を欠損させたマウス、MeA 特異的に OXTR を発現させたマウスを作製し行動解析
(Fig.2)を行った。その結果、特異的欠損マウスでは社会性の障害(Fig.3 A)が、再発現マウス
では社会性の改善(Fig.3 B)が示された。以上の事から MeA に発現する OXTR は社会性の
制御に必須であることが行動レベルで明らかとなった。 
 次に OXTR 発現神経細胞種の特定を行った。中枢神経系の神経細胞は興奮性・抑制性に
大別され、後続の神経細胞の活動を制御しており、適切な興奮/抑制のバランス(E/I バラン
ス)が各種生理機能の調節に寄与している。この E/I バランスにおける異常は自閉症を含む
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多くの脳神経発達障害の根底にあることが提唱されている。興奮性神経細胞はグルタミン
酸をはじめ、ドパミン・セロトニン・アドレナリンなどの多くの作動性神経細胞がある。
対して抑制性神経細胞はほとんどが GABA 作動性である。また、MeA には GABA 作動性
神経細胞が多く存在すること、GABA作動性神経細胞の機能不全が OXTR欠損と同様の社
会性異常を引き起こすことが報告されていることを踏まえ、GABA 作動性神経細胞に発現
する OXTRが社会性に重要であると仮定し解析を行った。 
免疫染色と in situ hybridization 法によって MeA において OXTR 発現神経細胞の約 3
割が GABA作動性神経細胞であることが確認された(Fig.4)。また、GABA作動性神経細胞
特異的に creタンパク質を発現するマウス(Vgat-creマウス)とOxtrの遺伝子座を二つの lox 
P配列で挟んだ Oxtr fx/fxマウスを交配させ、GABA作動性神経細胞特異的に OXTRを欠
損させたマウスを作出した。行動試験によって社会性を評価した結果、社会性の障害が確
認された(Fig.5)。 
 次に OXTR KO マウスと Vgat-cre マウスを交配させ、ウイルスベクターによって MeA
の GABA 作動性神経細胞特異的に OXTR を導入したマウスを作出し社会性を評価したが、
社会性の改善は確認されなかった(Fig.6)。この理由として 
 1.MeA以外の領域の OXTR発現 GABA作動性神経細胞が社会性に寄与している 
 2.MeAの GABA作動性神経細胞以外の OXTR発現神経細胞が社会性に寄与している 
という 2つの可能性を考え、解析を行った。 
 1.について 
 神経活性化解析で見られるように OXTR と社会性について関係の深い領域として MeA
以外にも外側中核(lateral septum:LS)が挙げられた。また、LSにおいても先行研究でOXTR
特異的欠損による社会性の障害が報告されていることから、先ほどと同様に LS の GABA
作動性神経細胞特異的 OXTR 導入マウスを作製し、行動試験によって評価した結果、社会
性の改善が観察された(Fig.7)。 
 2.について 
 MeA において非 GABA 作動性神経細胞特異的に OXTR を発現させたマウスを作出し社
会性を評価した。その結果社会性の改善が見られた。また、MeAでの OXTR 発現神経細胞
についてさらに解析したところ、約半数がグルタミン酸作動性であることが確認できた
(Fig.8)。この結果より MeA では OXTR 発現グルタミン酸作動性神経細胞が社会性を制御
していることが強く示唆された。 
今回の結果よりMeAでは OXTR発現興奮性神経細胞、LSでは OXTR発現抑制性神経細
胞が社会性の制御に重要であることが示唆された。 
 
第三章 OXTシグナル異常が自閉症を呈するメカニズムについての解析 
  
 OXTR 欠損がどのようなメカニズムで自閉症症状をもたらすのか検証するために、自閉
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症の発症原因の一つであると知られるシナプス関連タンパク質の定量を行った。その結果、
OXTR欠損マウスのMeA においてシナプスの足場タンパク質である PSD95の有意な発現
減少が確認された(Fig.9)。このことから OXTR 欠損によって神経伝達の異常が引き起こさ
れることが示唆された。 
PSD95 の発現減少が引き起こされた原因を特定するために、神経発達期にシナプス構造
の刈込によって神経回路の制御を担う細胞として知られるミクログリアの形態を免疫染色
によって観察した。その結果、MeAにおいてミクログリアの形態異常が観察された(Fig.10)。
このことから OXTR 欠損によってミクログリアの過剰な活性化がもたらされていることが
示唆された。 
ミクログリアの活性化様の形態変化が、OXTR 欠損によってもたらされる自閉症様の行
動異常の原因か結果かは不明である。そこで薬剤の投与によって評価を行った。ミクログ
リアの活性を抑える薬剤であるミノサイクリンの投与を発生発達期に行うことで、OXTR
欠損マウスで見られた社会性の異常が改善した(Fig.11)。このことから OXTR 欠損では発生
発達期のミクログリアの異常な活性化が原因となり、自閉症症状が引き起こされているこ
とが示唆された。 
OXTR 欠損がミクログリアの活性化を引き起こすメカニズムについて解析を行った。免
疫染色の結果、ミクログリアには OXTR の発現が見られないことが確認された。この結果
より OXTR が直接ミクログリアの活性を制御していないことが分かった。そこでミクログ
リアの活性化因子として知られる分子について定量 PCRを行ったところ、OXTR KOマウ
スで CX3CL1 の発現上昇が確認された(Fig.12)。また、活性化したミクログリアより放出
される MKP-1 の発現量も増加していたことから、OXTR 欠損により CX3CL1 の発現制御
に異常をきたし、ミクログリアの活性化を引き起こしていることが示唆された。 
 今回の結果より、OXT シグナル欠損が社会性の破綻を引き起こすメカニズムの一端を明
らかとすることが出来た。 
第四章 総括 
 
 1.OXT シグナルが社会性を担う領域を特定した。行動試験によって、それぞれの領域に
おいて社会性制御神経細胞種の特定を行った。 
 2.発達期の OXTシグナル異常がミクログリアの過剰活性化を介し社会性の破綻を引き起
こしていることが示唆された。 
 
今回の研究より、OXT シグナルによる社会性の制御に重要だと考えられる領域、及び神経
細胞種を特定することができた。また、発達期の OXTシグナル欠損が自閉症様の社会性障
害をもたらすメカニズムの一端を明らかとした。今後の展望としては、今回同定した領域
からなる社会性制御神経回路の特定を行う必要があると考えられる。この知見は今後自閉
症の治療薬を創出するうえで重要な知見となりうると期待される。 
276
@MeA 
Fig.1 社会刺激時の神経活性化測定 
 MeAではWTの社会刺激時のみで有意な神経活性化が見られた。母性行動などの中枢として考えられているMPOA
では神経活性化にWT、OXTR KOでの変化は見られなかった。 
Fig.2 行動試験概略図 
行動評価系としてThree chamber testを用いた。3つのチャンバーか
らなるケージの中央に試験マウス、左右一方(図では左)に試験マ
ウスと接触したことのあるfamiliarマウス、他方に一度も接触したこ
とのないstrangerマウスを導入する。10分間試験マウスを自由探索
させ、familiar・strangerマウスそれぞれに対する接触時間を解析、
社会性を評価する。正常な社会性を有するマウスはstrangerマウ
スに対する探索時間が有意に増加することが知られている。 
A B 
Fig.3 MeA特異的遺伝子改変マウスの作出及び行動解析 
 A Oxtr遺伝子座を二つのlox P配列で挟んだOxtr fx/fxマウスのMeAに対し、AAV-creベクターをイ
ンジェクションしcre-lox PシステムによってMeA特異的にOxtrを欠損させたマウスを作出した。このマ
ウスの社会性を評価したところ、社会性の障害が確認された。 
 B Oxtr KOマウスのMeAに対し、AAV-OｘｔｒをインジェクションしMeA特異的にOxtrを導入したマウス
を作出した。このマウスの社会性を評価したところ、社会性の改善が確認された。 
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Fig.4 MeAにおけるOXTR発現神経細胞種の解析 
 GFPに対する免疫染色とGABA合成酵素(GAD67)に
対するin situ hybridizationによる染色結果。OXTR発現
神経細胞の約3割がGABA作動性神経細胞であった。 
Fig.5 GABA作動性神経細胞特異的OXTR欠損マウスの
作出及び行動解析 
 A Vgat発現細胞(GABA作動性神経細胞)特異的にOxtr
を欠損できる 
 B 社会性を評価したところ、このモデルでは社会性の
障害が確認された。 
A 
B 
Cre 
A B 
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Fig.6 MeAのGABA作動性神経細胞特異的OXTR発現マウスの作出及び行動解析 
 A cre依存的に目的遺伝子を発現させるため、FLEXシステムを用いた。 
   2種類の異なるlox配列で目的遺伝子を逆向きに挟んだウイルスベクターを作製する。cre存在下では目的遺伝子が
反転し、転写が行われる。 
 B このモデルでは社会性の改善は確認されなかった。 
A 
B Fig.7 LSのGABA作動性神経細胞特異的
OXTR発現マウスの作出及び行動解析 
 A LSにおいてOXTR発現神経細胞のほと
んどがGABA作動性であった。 
 B このモデルでは社会性の改善が見ら
れた。 
A B 
Fig.8 MeAの非GABA作動性神経細胞特異的OXTR発現マウスの作出及び行動解析 
 A 非GABA作動性神経細胞でOXTRを発現させるため、逆FLEXタイプのウイルスベクターを作製した。 
 B このモデルでは社会性の改善が確認された。 
 C MeAにおけるOXTR発現神経細胞の約半数がグルタミン酸作動性であった。 
C 
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Fig.9 PSD95の定量 
 OXTR KOマウスにおいて、シナプス関
連タンパク質の一つであるPSD95の有
意な発現低下が確認された。 
Fig.10 ミクログリアの形態観察 
 OXTR KOマウスにおいてミクログリアの活性化様の形態変化
が確認された。 
Fig.11 ミノサイクリン投与モデルの社会性解析 
 ミノサイクリン投与によってOXTR KOマウスの
社会性が改善した。 
Fig.12 定量PCR解析 
 神経細胞から放出されるミクログリアの調節因子
(CX3CL1)の発現量がOXTR欠損によって有意に増加
していた。 
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形
成
を
担
う
o
x
tr
発
現
ニ
ュ
ー
ロ
ン
の
解
析
を
行
い
、
M
e
A
の
グ
ル
タ
ミ
ン
酸
作
動
性
ニ
ュ
ー
ロ
ン
と
、L
S
の
G
A
B
A
作
動
性
ニ
ュ
ー
ロ
ン
が
共
に
社
会
記
憶
形
成
に
強
く
関
与
す
る
事
を
見
い
だ
し
た
。
社
会
記
憶
形
成
を
支
え
る
O
X
T
/O
X
T
R
シ
グ
ナ
ル
が
、M
e
A
で
は
興
奮
性
シ
グ
ナ
ル
と
し
て
、一
方
L
S
で
は
抑
制
性
シ
グ
ナ
ル
と
し
て
下
位
神
経
に
作
用
し
、
最
終
的
に
統
合
さ
れ
て
社
会
記
憶
形
成
を
も
た
ら
す
と
い
う
、
極
め
て
魅
力
的
な
O
X
T
依
存
性
の
神
経
回
路
の
存
在
を
示
し
た
。
 
 
一
方
、o
x
tr
欠
損
が
A
S
D
症
状
を
も
た
ら
す
メ
カ
ニ
ズ
ム
検
証
に
お
い
て
、A
S
D
発
症
原
因
の
一
つ
と
さ
れ
る
シ
ナ
プ
ス
関
連
タ
ン
パ
ク
質
、
P
S
D
9
5
の
定
量
を
行
い
、
o
x
tr
欠
損
マ
ウ
ス
の
M
e
A
で
の
有
意
な
発
現
減
少
を
見
い
だ
し
た
。こ
れ
は
o
x
tr
欠
損
が
胎
児
で
の
神
経
伝
達
異
常
を
引
き
起
こ
す
可
能
性
を
示
唆
す
る
興
味
深
い
例
だ
が
、宮
崎
は
原
因
の
一
つ
と
し
て
ミ
ク
ロ
グ
リ
ア
の
活
性
化
を
考
え
、こ
れ
を
抑
え
る
薬
剤
の
ミ
ノ
サ
イ
ク
リ
ン
を
当
該
マ
ウ
ス
の
発
生
発
達
期
に
投
与
し
た
。そ
の
結
果
P
S
D
9
5
の
発
現
低
下
と
o
x
tr
欠
損
マ
ウ
ス
で
見
ら
れ
る
社
会
記
憶
異
常
の
改
善
が
見
ら
れ
た
。
こ
れ
は
o
x
tr
欠
損
で
は
発
生
発
達
期
の
ミ
ク
ロ
グ
リ
ア
の
異
常
な
活
性
化
が
誘
導
さ
れ
A
S
D
症
状
を
引
き
起
こ
す
可
能
性
を
示
唆
す
る
初
め
て
の
例
で
あ
る
。そ
の
メ
カ
ニ
ズ
ム
に
つ
い
て
は
、O
X
T
R
が
直
接
ミ
ク
ロ
グ
リ
ア
の
活
性
を
制
御
し
て
い
る
可
能
性
は
少
な
い
こ
と
、o
x
tr
欠
損
が
ケ
モ
カ
イ
ン
の
発
現
制
御
異
常
を
導
き
ミ
ク
ロ
グ
リ
ア
活
性
化
を
引
き
起
す
可
能
性
の
有
る
こ
と
、も
見
出
し
た
。
こ
の
博
士
論
文
研
究
に
よ
り
、
宮
崎
は
O
X
T
シ
グ
ナ
ル
欠
損
が
社
会
記
憶
の
破
綻
を
引
き
起
こ
す
複
雑
な
メ
カ
ニ
ズ
ム
の
一
端
を
解
明
す
る
事
に
成
功
し
た
。
 
 
審
査
会
に
お
い
て
は
、
副
査
や
審
査
委
員
か
ら
の
質
問
、
コ
メ
ン
ト
に
対
し
、
既
報
の
d
a
ta
と
背
景
を
深
く
理
解
し
た
上
で
の
回
答
を
行
っ
た
。
本
研
究
結
果
と
発
表
論
文
、
博
士
論
文
、
最
終
審
査
で
の
発
表
等
は
博
士
の
学
位
授
与
に
値
す
る
も
の
と
、
主
査
・
副
査
、
最
終
審
査
員
一
同
の
見
解
が
一
致
し
た
。
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